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Pedložená bakaláská práce se zabývá problematikou neustále se zvyšující koncentrace léiv 
v životním prostedí. Mezi celosvtov nejvíc pedpisované farmaka s nejastjším výskytem 
v ekosystému patí -blokátory. Jsou to klinicky dležité léiva asto používaná k léb
kardiovaskulárních onemocnní, jakými jsou hypertenze, arytmie a anginy pectoris. Je 
dležité sledovat koncentrace -blokátor ve vodním ekosystému, vzhledem k akutní 
a chronické toxicit tchto látek, kterou vykazují vi vodním organismm. Tato práce je 
zamena na vypracování a optimalizaci analytické metody pro stanovení tchto látek. 
Sledovými matricemi byly povrchová voda z dvou ek, Váhu (SR) a Dyje (R) a odpadní 
voda z velkokapacitní istírny odpadních vod (OV) Brno-Modice. Analyty byly ze vzork
vod izolovány pomocí extrakce tuhou fází (SPE). Pro finální analýzu byl použit 
ultra-vysokoúinný kapalinový chromatograf (UHPLC) s UV-VIS detekcí pomocí diodového 
pole (DAD). Za cílové analyty byly vybrány atenolol, metoprolol a propranolol. 
ABSTRACT 
This bachelor´s thesis deals with the issue of increasing concentration of pharmaceuticals 
in the environment. The most worldwide prescribed medications with the most frequently 
detection in the environment are -blockers. These compounds are clinically important drugs 
which are extensively used for the treatment of cardiovascular disorders such as hypertension, 
arrhythmia and angina pectoris. It is important to monitor the concentration levels of 
-blockers in aquatic environment due to their acute and chronic toxicity towards aquatic 
organisms.  This study is focused on development and optimization of analytical method of 
determination of these compounds. The monitored matrixes were surface water from two 
rivers, Váh (Slovakia) and Dyje (Czech Republic) and waste water form waste water 
treatment plant (WWTP) Brno-Modice. The analytes from water samples using solid phase 
extraction (SPE) were isolated. For the final analysis ultra-high performance liquid 
chromatograph with UV-VIS detection using diode array detector (DAD) was used. As the 
target compounds atenolol, metoprolol and propranolol were selected. 
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Betablokátory, extrakce tuhou fází, ultra-vysokoúinná kapalinová chromatografie, UV-VIS 
detekce pomocí diodového pole, povrchová voda, odpadní voda 
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Betablockers, solid phase extraction, ultra-high performance liquid chromatography, UV-VIS 
detection using diode array detector, surface water, waste water 
4 
KOŠÍK, J.Problematika stanovení betablokátor v povrchových vodách. Brno: Vysoké uení 
technické v Brn, Fakulta chemická, 2014. XY s. Vedoucí bakaláské práce prof. RNDr. 
Milada Vávrová, CSc. 
PROHLÁŠENÍ 
Prohlašuji, že jsem bakaláskou práci vypracoval samostatn a že všechny použité literární 
zdroje jsem správn a úpln citoval. Bakaláská práce je z hlediska obsahu majetkem Fakulty 
chemické VUT v Brn a mže být využita ke komerním úelm jen se souhlasem vedoucího 
bakaláské práce a dkana FCH VUT. 
……………………………… 
podpis studenta 
Na tomto míst bych rád podkoval svojí vedoucí bakaláské práce prof. RNDr. Milad
Vávrové, CSc. za cenné rady a odborné vedení. Velké díky patí také Ing. Jan Oborné za její 
neustálou ochotu a pomoc pi práci v laboratoi. Dále chci také podkovat své rodin





1. ÚVOD ................................................................................................................................. 7
2. TEORETICKÁ ÁST ........................................................................................................ 8
2.1. Léiva .......................................................................................................................... 8
2.1.1. Základní pojmy .................................................................................................... 8
2.1.2. Historie ................................................................................................................. 9
2.1.3. Názvosloví léiv ................................................................................................... 9
2.2. Sympatolytika ............................................................................................................ 10
2.2.1. Rozdlení sympatolytik ...................................................................................... 10
2.2.2. -sympatolytika .................................................................................................. 11
2.2.3. -sympatolytika .................................................................................................. 12
2.2.3.1. Atenolol ........................................................................................................... 13
2.2.3.2. Metoprolol ...................................................................................................... 14
2.2.3.3. Propranolol .................................................................................................... 14
2.3. Léiva v životním prostedí ....................................................................................... 15
2.3.1. Osud léiv v životním prostedí ......................................................................... 15
2.3.2. Betablokátory v životním prostedí .................................................................... 17
2.3.3. Betablokátory v istírnách odpadních vod ......................................................... 18
2.3.4. Betablokátory v povrchových vodách ................................................................ 18
2.4. Analýza léiv ............................................................................................................. 19
2.4.1. Vzorkování ......................................................................................................... 19
2.4.1.1. Odbr povrchové vody .................................................................................... 20
2.4.1.2. Odbr odpadní vody ....................................................................................... 20
2.4.2. Extrakce tuhou fází ............................................................................................. 20
2.4.3. Chromatografie ................................................................................................... 22
2.4.3.1. Kapalinová chromatografie, HPLC a UHPLC .............................................. 22
2.4.3.2. Detektory v kapalinové chromatografii .......................................................... 24
3. EXPERIMENTÁLNÍ ÁST ............................................................................................ 27
3.1. Používané pístroje a vybavení .................................................................................. 27
3.2. Použitý software ke zpracování a prezentaci dat ....................................................... 27
3.3. Použité chemikálie a standardy ................................................................................. 27
3.3.1. Chemikálie ......................................................................................................... 27
3.3.2. Standardy -bokátor ......................................................................................... 28
6 
3.4. Sledované analyty ...................................................................................................... 28
3.5. Analyzovaná matrice ................................................................................................. 28
3.6. Postup stanovení ........................................................................................................ 28
3.6.1. Odbr vzork ...................................................................................................... 28
3.6.2. Extrakce .............................................................................................................. 31
3.6.3. Finální analýza ................................................................................................... 32
4. VÝSLEDKY A DISKUZE ............................................................................................... 34
4.1. Optimalizace SPE ...................................................................................................... 34
4.2. Optimalizace chromatografických podmínek ............................................................ 34
4.2.1. Optimalizace gradientu mobilní fáze ................................................................. 34
4.2.2. Optimalizace podmínek UV-VIS detekce .......................................................... 35
4.3. Stanovení -blokátor ................................................................................................ 35
4.3.1. Kalibraní kivky ................................................................................................ 35
4.3.2. Limit detekce a limit kvantifikace ...................................................................... 37
4.4. Reálné vzorky ............................................................................................................ 38
4.4.1. Reálné vzorky povrchových vod ........................................................................ 38
4.4.2. Reálné vzorky odpadních vod ............................................................................ 38
4.4.2.1. Posouzení úinnosti OV ............................................................................... 39
5. ZÁVR ............................................................................................................................. 41
6. SEZNAM POUŽITÝCH ZDROJ	 .................................................................................. 42






V posledních letech stále výrazn stoupá výroba a spoteba léiv, což se sebou pináší i jejich 
vzrstající negativní dopad na životní prostedí. Analýza obsahu léiv ve složkách životního 
prostedí nabývá proto stále na vtším významu. Léiva pronikají do pírodních ekosystém
rznými cestami. 
Nejvíce zatíženou složkou ekosystému z pohledu kontaminace rezidui léiv je vodní 
prostedí. Již bylo prokázáno, že lidský nebo zvíecí organismus dokáže využít pouze malou 
ást z celkového množství pijatých léiv. Zbylá ást je spolu s výkaly z tla vylouena 
a dostává se tak do odpadních vod a dále až na istírnu odpadních vod (OV). Bylo 
prokázáno, že v OV se bžnými biologickými metodami neodbourá celkové množství 
léivých látek, které se následn dostávají spolu s vyištnou vodou do povrchových vod.  
Mezi asto používané medikamenty patí -blokátory, které jsou jednou z hlavních 
indikaních skupin lék v kardiologii. U této skupiny léiv byly prokázány toxické úinky na 
vodní organismy [1, 2]. Z tchto výše specifikovaných poznatk jednoznan vyplývá, že je 
zapotebí sledovat obsah reziduí této skupiny léiv v odpadních vodách a je nezbytné stále 
hledat rychlé, cenov dostupné a dostaten citlivé analytické metody pro jejich stanovení. 
Tato práce je zamena na vývoj a optimalizaci metody ultra-vysokoúinné kapalinové 
chromatografie (UHPLC) s UV-VIS detekcí pomocí diodového pole (DAD) pro identifikaci 
a kvantifikaci -blokátor. Z této skupiny byly jako cílové analyty vybrány atenolol, 
metoprolol a propranolol. 
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2. TEORETICKÁ ÁST 
2.1. Léiva 
2.1.1. Základní pojmy 
Léiva jsou léivé látky, jejich smsi nebo léivé pípravky, které jsou urené k podání lidem 
nebo zvíatm [3]. Pojem léiva je velmi podrobn definován legislativou, a to v zákon
. 378/2007 Sb., o léivech a  o  zmnách nkterých souvisejících zákon (zákon 
o léivech) [4].  
Jako léivo (farmakum) mže být definována jakákoliv substance, která svými fyzikálními 
a chemickými úinky vyvolává píznivé zmny biologických funkcí organismu. Ve vtšin
pípad vyvolávají molekuly léiva své úinky interakcí se specifickými molekulami 
organismu (receptory), které mají v biologických systémech regulaní úlohu. V nkterých 
pípadech však mohou léiva vyvolat úinek i nereceptorovými mechanismy [5]. 
Léivými látkami se rozumí látky pírodního, pípadn syntetického pvodu 
s farmakologickým nebo imunologickým úinkem, nebo látky ovlivující metabolismus. Tyto 
léivé látky jsou ureny k prevenci, léení a k mírnní chorob, k diagnostice a k ovlivování 
fyziologických funkcí [3]. 
Léivé pípravky se získávají technologickým zpracováním léivých a pomocných látek 
do urité lékové formy, která je následn obalena a náležit oznaena. Humánní léivé 
pípravky jsou ureny pro podání lidem a veterinární léivé pípravky pro aplikaci zvíatm 
[3]. 
Pomocné látky jsou složkami léivých pípravk. Obvykle nemají vlastní léebný úinek, 
pouze usnadují výrobu, pípravu, uchování a aplikaci léivých pípravk, pípadn pízniv
ovlivují biologickou dostupnost pítomných léivých látek. Takovou látkou je napíklad 
kofein. 
Léková forma musí být pizpsobena požadované cest pívodu léiva do organismu 
a pedstavuje tak formu léiva vhodného pro léebné použití. Podle zpsobu podání dlíme 
lékové formy na enterální (podané prostednictvím trávicí trubice) a parenterální (podané 
mimo trávicí trubici). Nejobvyklejší enterální cesta je podání per os (ústy). Takto jsou 
podávány nap. tablety, dražé, prášky v kapslích, roztoky, suspenze a emulze. Per rectum 
(koneníkem) se aplikují ípky. Mezi parenterální lékové formy patí injekce, infúze, 
inhalované plyny nebo aerosoly, zevn podávanými lékovými formami jsou zásypy, masti, 
pasty, krémy, pny, náplasti aj. Léivo lze rovnž navázat na vhodnou matrici (nap. nkteré 
polymery) a docílit tak jeho postupného uvolování v prbhu delšího asového intervalu [3]. 
Proléiva neboli bioaktivovaná léiva jsou neúinné prekurzory, ze kterých teprve 
metabolickými pochody probíhajícími v organismu vznikají úinné látky. Výhodou proléiva 
je modifikace nevhodných vlastností nkterých léiv. Za nevhodné vlastnosti mže být 
považována nap. píliš malá nebo velká rozpustnost, nespecifický úinek, malá stabilita, 
dráždivost, nepíjemná chu nebo zápach apod. Píkladem bioaktivovaného léiva, které je do 
organismu podané ve form neúinné mateské látky, mže být kodein pemující se na 
morfin [6].  
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2.1.2. Historie 
Lidstvo už od nepamti provází používání rzných látek k léebným úelm. V prbhu 
historie lidé pozorovali vliv pírodních látek na organismus a zaznamenávali si své poznatky. 
Staleté zkušenosti byly peneseny nap. ze starého 
ecka (opium - potlaení bolesti, 
Hyosciamus niger - otravy, Atropa bellandola - jed), Peru (kra nkterých strom - léivá 
voda), Bolívie (Coca - proti únav) nebo íny (rzné drogy, v staré ínské medicín také léky 
proti astmatu). Etapa používání výhradn pírodních léiv trvala v Evrop zhruba do 
16. století. Léiva vzniklá v této dob se asto oznaují jako léiva první generace. 
Poátky používání chemických léiv jsou spojeny s rozvojem alchymie v období 
renesance. Paracelsus prokázal, že látky chemického pvodu jsou jako léiva rovnocenné 
látkám pírodním. Svým uením položil Paracelsus základy iatrochemie, pedchdkyn
farmaceutické chemie. Základní ideou iatrochemie je pedstava, že píinou onemocnní jsou 
zmny chemického složení tla. Lékai se potom v prbhu léby snažili pacientv stav 
napravit vhodnými chemickými prostedky. 
Pokrok v experimentální chemii, ke kterému došlo na rozhraní 18. a 19. století, umožnil 
izolaci mnoha organických látek obsažených v pírodním materiálu. Scheele nap. izoloval 
v istém stavu glycerol, kyselinu benzoovou, jablenou, vinnou a moovou. Rovnž izolace 
alkaloidu morfinu z opia, kterou provedl Sertürner roku 1803, byla velkým pínosem pro 
vývoj farmaceutické chemie. 
Rychlý rozvoj chemie v prbhu 19. století napomohl vzniku farmaceutického prmyslu. 
Prmyslov se zaalo izolovat antimalarikum a antipyretikum chinin z kry chinovníku. 
Rovnž se objevila první organická léiva, která se jinak v pírod nevyskytovala, tj. inhalaní 
anestetika diethylether a chloroform, sedativum a hypnotikum chloralhydrát, antipyretikum 
a analgetikum acetanilid - antifebrin. Kolbe a Schmitt vypracovali a v roce 1874 publikovali 
prmyslovou syntézu kyseliny salicylové, látky s antipyretickými úinky. Chemická léiva 
používána a vyrábna v období iatrochemie a v období prudkého rozvoje organické chemie se 
oznaují jako léiva druhé generace. 
O další významný posun ve vývoji chemických léiv se zasloužil Knorr v roce 1883 
syntézou antipyretika fenazonu. Význam nespoíval ani tak v samotném antipyretiku, jako 
spíše v jeho pístupu ke hledání nových léiv. Úvaha, že stejnou nebo podobnou biologickou 
úinnost mohou mít i analoga matené sloueniny, znamenala poátek skuteného 
farmaceutického prmyslu. Jako léiva tetí generace se proto oznaují látky, které vznikly 
cílenou obmnou struktury sloueniny pírodního nebo syntetického pvodu o  známém 
biologické úinku.  
Využívání znalostí vztah mezi strukturou chemických látek a jejich biologickou aktivitou 
mlo za následek to, že se ve  2. polovin 20. století zaal rozvíjet obor oznaovaný jako 
QSAR (Quantitative Structure - Activity Relationships). Metoda využívající korelaních 
vztah umožovala predikovat biologickou aktivitu i tch látek, které dosud nebyly 
syntetizovány, což umožnilo racionalizovat zpsob vyhledávání nových léiv. Farmaka, 
jejichž struktura byla navržena s využitím QSAR metody, jsou oznaována jako léiva tvrté 
generace [3, 7]. 
2.1.3. Názvosloví léiv 
Názvosloví léiv si po letech nejednotného postupu vyžádalo zavedení systému, který léivo 
jasn identifikuje. Chemicky název sestavený podle nomenklaturních princip pravidel 
IUPAC (International Unit of Pure and Applied Chemistry) nebyl z dvodu složitosti a délky 
názvu u vtšiny léiv pro pímé pojmenování použitelný.  
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Druhým, ješt vážnjším dvodem byla „Contegranová tragedie“ související s tím, že se 
thotným ženám užívajícím v dob thotenství toto hypnotikum, rodily dti s rozsáhlými 
vývojovými deformacemi. Pi snaze o stažení Conterganu® se narazilo na potebu jednotného 
oznaení úinné látky obsažené v mnohých pípravcích, avšak s chránnými firemními názvy, 
které neumožovaly zjistit, co je v podstat hlavní obsahovou látkou. Ve chvíli, kdy bylo 
nutné okamžit stáhnout všechny léky s  úinnou látkou thalidomidem, obsaženou 
v Conterganu®, nebylo možné dostaten rychlé vyazení všech odpovídajících pípravk, 
protože byly oznaeny pouze firemními názvy. 
Tyto a nkteré další skutenosti byly stimulem pro Svtovou zdravotnickou organizaci 
WHO (World Health Organization) k vytvoení tzv. INN (International Nonproprietary 
Names) doporuených mezinárodních nechránných názv. INN seznam je pravideln
doplován a vydáván WHO. Je povinností výrobc, aby pod chránným firemním názvem 
uvádli vždy doporuený mezinárodní název [7]. 
2.2. Sympatolytika 
Sympatolytika, antagonisté (blokátory) adrenergních receptor jsou farmaka, která blokují 
adrenergní reakce. Jsou to látky psobící bu pímo na adrenergní receptory, pípadn
nepímo ovlivnním dj v nervovém zakonení. Svým úinkem proto inhibují adrenergní 
reakce vyvolané sympatomimetiky nebo stimulací sympatiku. 
Sympatický nervový systém ovlivuje funkce všech vnitních orgán a systém
organismu a za stresových stav napomáhá udržet homeostázi organismu. To, co je v akutním 
stavu úelnou reakcí, nap. vazokonstrikce a redistribuce krve k udržení perfúze životn
dležitých orgán, psobí pi delším trvání na organismus nepízniv. Dlouhodobá aktivace 
sympatiku se negativn odráží zejména tam, kde je úinek sympatiku nevýznamnjší, 
tj. v kardiovaskulárním systému, a  je spojována s rozvojem ady závažných onemocnní 
(nap. hypertenze). Proto mají sympatolytika, a to pedevším -blokátory, velmi významné 
postavení v terapii prakticky všech kardiovaskulárních onemocnní [5, 8].  
2.2.1. Rozdlení sympatolytik 
Sympatolytika dlíme na pímo psobící sympatolytika, u kterých lze jejich úinky vyvolávat 
pímo psobením adrenergních receptor a nepímo psobící sympatolytika, která rznými 
mechanismy snižují úinek sympatické nervové stimulace tím, že zasahují do proces
adrenergní neurotransmise. 
 Pímo psobící sympatolytika se dále rozdlují podle typu adrenergních receptor, které 
blokují. Látky blokující adrenergní receptory  se oznaují jako -sympatolytika, zatímco 
látky blokující adrenergní receptory  se oznaují jako -sympatolytika, tzv. -blokátory. 
 Nepímo psobící sympatolytika interferují s adrenergní neurotransmisí a snižují tak výdej 
noradrenalinu z nervového zakonení. Lze je rozdlit do tí skupin: 
• látky blokující uvolování katecholamin z nervových zakonení - úinek tchto 
látek spoívá v tlumení uvolování neurotransmiteru z nervových zakonení 
• látky vedoucí k depleci katecholamin - blokují píjem noradrenalinu do zásobních 
vezikul buky a zárove zpsobují snižování až vyerpání jeho obsahu ve vezikulách 
• falešné prekurzory - jsou to látky (falešné substráty), které organismus využije na 
syntézu neplnohodnotného neurotransmiteru, který vykazuje nižší aktivitu. 
Nepímá sympatolytika, a to až na pár výjimek, nejsou v dnešní dob terapeuticky využívána. 
Slouží však zejména pro experimentální úely [5, 8, 9] 
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2.2.2. -sympatolytika 
Ze všech úink zprostedkovaných stimulací -adrenergních receptor má nejvtší význam 
kontrakce hladkých sval cév, která je zprostedkována 1-receptory. Další dležitou úlohou 
-sympatolytik je vyvolání poklesu periferní cévní rezistence a krevního tlaku. Významným 
bodem psobení jsou i moové cesty. Terapeutické použití -sympatolytik je následující: 
• hypertenze 
• poruchy periferního prokrvení 
• benigní hyperplazie prostaty 
• plicní edém 
• premedikace ped anestezií. 




















Selektivní 2-sympatolytika yohimbin 
Podle selektivity psobení rozdlujeme -sympatolytika na (Tabulka . 1): 
• Neselektivní -sympatolytika - blokují jak 1-, tak také 2-receptory. Mže se jednat 
o námelové alkaloidy, což jsou po chemické stránce deriváty kyseliny lysergové, 
pípadn o syntetická -sympatolytika, tj. pedevším deriváty imidazolinu.  
• Selektivní 1-sympatolytika - vykazují mnohonásobn vyšší afinitu k 1-receptorm 
než k 2 receptorm. Na rozdíl od neselektivních -sympatolytik nezpsobují výrazné 
reflexní zvýšení srdení frekvence (zachovaná funkce 2-receptor), a proto se 
používají zejména u hypertenze a srdeního selhání, dále potom u obstrukce 
moových cest a pedevším u benigní hyperplazie prostaty.  
• Selektivní 2-sympatolytika - tyto naopak vykazují selektivní blokádu 2-receptor, 
a to bez ovlivnní receptor 1. V tomto pípad dochází k tachykardii a ke zvýšení 
krevního tlaku. Jedinou používanou látkou z této skupiny je yohimbin, který byl díve 
používán u psychogenn podmínné poruchy erekce, dále pi inkontinenci moi a pi 
vegetativních dystoniích [5, 8]. 
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2.2.3. -sympatolytika 
Jak už sám název napovídá, jedná se o látky antagonizující sympatické nervové stimulace na 
-adrenergních receptorech. Psobením betablokátor dochází k omezení fyziologického 
vlivu sympatika na srdení innost, tj. na snížení síly a frekvence srdení kontrakce a snížení 
vodivosti srdeního pevodního systému. Práv proto, že psobí výrazn pedevším 
v kardiovaskulárním systému, jsou tyto látky terapeuticky významnjší, než blokátory 
-receptor. 
 V léebné praxi se ukázalo, že vhodnjší než kompetitivní antagonisté jsou 
tzv. kompetitivní dualisté. Jedná se o farmaka, která mají zachovanou schopnost do urité 
míry -adrenergní receptory aktivovat. Znamená to, že mají tzv. vnitní sympatomimetickou 
aktivitu (VSA). Výhodou látek s VSA je to, že pi jejich dávkovaní nedochází k tak 
závažnému snížení tepové frekvence jako po kompetitivních antagonistech, a proto je zde také 
menší riziko vzniku arytmií. Terapeutické použití -sympatolytik: 
• hypertenze 
• arytmie 
• angina pectoris 
• další srdení onemocnní 
• glaukom 
• prevence migrény. 
Obdobn jako -blokátory i -blokátory rozdlujeme podle selektivity na (Tabulka . 2): 
• Neselektivní -sympatolytika - která dále dlíme na látky s VSA a bez VSA. 
Neselektivní -blokátory s VSA (oxoprenolol, alprenolol aj.) mohou zvýšit srdení 
frekvenci v klidu, avšak snižují srdení frekvenci pi námaze. Mezi -sympatolytika 
bez VSA patí napíklad propranolol (nejstarší používaný -blokátor) a ametipranolol 
(pvodní, v eskoslovensku vyrobená léivá látka), které jsou pevážn používány 
ke snížení nitrooního tlaku pi glaukomu a pi arytmii.
• Selektivní 1-sympatolytika - selektivn blokují 1-receptory. K 1-blokátorm bez 
VSA patí mimo jiné i atenolol a metoprolol. Užívají se zejména k terapii anginy 
pectoris a  hypertenze. 1-sympatolytika s VSA jsou aplikována zejména pro snížení 
krevního tlaku a pi arytmii.
• Selektivní 2-sympatolytika - selektivn blokují 2-receptory. Butoxamin, jediný 
pedstavitel této skupiny, není však terapeuticky využíván.
• Sympatolytika s kombinovanými úinky - pedstavují relativn novou skupinu 
blokátor, které jsou asto oznaovány jako -blokátory druhé generace. Principem 
jejich psobení je souasná blokáda -adrenergních i -adrenergních receptor, což 
v nkterých pípadech pízniv pispívá k jejich terapeutické aplikaci [5, 8, 9].
13 





























s kombinovanými úinky 
labetalol 
carvediol 










Obr. . 1: Strukturní vzorec atenololu 
 2-{4-[(RS)-2-hydroxy-3-(isopropylamino)propoxy]fenyl}acetamin 
 C14H22N2O3
 Mr = 266,336 g/mol 
 CAS 29122-68-7 
 Bílý nebo tém bílý prášek. Je rozpustný ve vod, dobe rozpustný v bezvodém 
ethanolu, tžce rozpustný v dichlormethanu. 
 Obsažen je v pípravcích (dostupných v R): APO-ATENOL, ATEHEXAL, 







Obr. . 2: Strukturní vzorek metoprololu 
 (2RS)-(isopropylamino)-3-[4-(2-methoxyethyl)-fenoxy]propan-2-ol 
 C15H25NO3
 Mr = 267,364, g/mol, Mr (tartarát) = 684,82 g/mol 
 CAS 37350-58-6 
 Metoprololtartarát, který byl používán jako standard, je bílý nebo tém bílý 
krystalický prášek, velmi snadno rozpustný ve vod a snadno rozpustný v 96 % 
ethanolu . 
 Obsažen v pípravcích (dostupných v R): APO-METOPROLOL, BETALOC, 
BETALOC SR, BETALOC ZOK, EGILOK, EGILOK SUCC, EMZOK, 
METOPROLOL AL, METOPROLOL MYLAN, METOPROLOL TARTRATE 







Obr. . 3: Strukturní vzorec propranololu 
 (2RS)-1-(isopropylamino)-3-(naftalen-1-yloxy)propan-2-ol  
 C16H21NO2
 Mr = 259,343 g/mol, Mr (hydrochlorid) = 295,81 g/mol 
 CAS 525-66-6 
 Propranololhydrochlorid, který byl používán jako standard, je bílý prášek, dobe 
rozpustný ve vod a v 96 %.ethanolu.  
 Obsažen v  pípravcích (zahraniní): APO-PROPRANOLOL, INDERLA LA, 
INDERIDE, INNOPRAN, NOVO-PRANOL, PMS-PROPRANOLOL, 
PROPRANOLOL, PROPRANOLOL HCL [11, 12] 
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2.3. Léiva v životním prostedí 
V dsledku neustále se zvyšující produkce a spoteby léiv vzrstá i úrove kontaminace 
tchto látek ve složkách životního prostedí. Na obrázku . 4 je znázornno relativní 
zastoupení dvaceti nejpoužívanjších léiv detekovaných v životním prostedí [13]. Hlavním 
zdrojem zneištní odpadních vod rezidui léiv jsou pedevším domácnosti, nemocnice 
a domovy senior. Léiva nejsou v lidském ani zvíecím tle zcela eliminována, a tak se 
prostednictvím moe a stolice dostávají do odpadních vod. Na lehkou váhu však nemohou 
být brány ani jiné zdroje prniku farmak do ekosystému, napíklad jejich neodborná likvidace 
nebo samotná výroba léiv. 
Obr. . 4: Relativní zastoupení léiv detekovaných v životním prostedí [13]
2.3.1. Osud léiv v životním prostedí 
Osud léiv v  životním prostedí závisí zejména na jejich fyzikáln-chemických 
a biochemických vlastnostech, na jejich množství prokazovaném ve složkách životního 
prostedí a na mnoha dalších faktorech. Proto je velice obtížné urit pesný osud jednotlivých 
léiv v ekosystému. Je však možné popsat jejich pedpokládané cesty vstupu do ekosystému 
a jejich další osud (Obrázek . 5). 
Nejvtší ást léiv, jak již bylo zmínno, se do odpadních vod dostává moí nebo stolicí. 
Znaná ást farmak se do kanalizace dostává i pímo, a to pi neodborné likvidaci 
nespotebovaných lék. Kanalizaním systémem pokraují do OV, kde je jejich ást 
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která degradaci poléhají jen stží, zstávají v aktivovaném kalu. Zbytek hydrofobních farmak 
je metabolizován na hydrofilnjší formy, které však stále zstávají odolné vi mikrobiální 
degradaci. Tyto látky jsou v tomto pípad rozpuštné ve vod? a pokraují  s vyištnou 
odpadní vodou až do vod povrchových. Zde mže docházet k úinkm na vodní organismy. 
Obr. . 5: Osud léiv v životním prostedí [14] 
Látky, které zstaly v aktivovaném kalu, mohou po jeho použití na pole ovlivovat pdní 
mikroorganismy. Krom toho se mohou splachem dostat rovnž do povrchových vod, 
pípadn prsakem až do vod podzemních [2, 14]. Na obrázku . 6 je znázornn cyklus léiv 
v ekosystému a možná kontaminace pitné vody tmito látkami. 
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Obr. . 6: Cyklus léiv v ekosystému a jejich možný vstup do pitné vody [15] 
2.3.2. Betablokátory v životním prostedí 
Hodnoty, v jakých byly -blokátory detekovány ve vzorcích povrchových a odpadní vod, se 
pevážn pohybují v rozsahu ng/l až g/l [16, 17, 18, 19]. Tyto hodnoty koncentrací korelují 
se spotebou -blokátor, která je v jednotlivých zemích Evropy odlišná. Nejvtším 
spotebitelem -blokátor je Velká Británie, zatímco mezi nejmenší spotebitele patí Finsko. 
Atenolol a metoprolol spolen pedstavují více než 80 % z celkové spoteby -blokátor, 
které byly v Evrop distribuovány. 
Akoliv základní chemická struktura -blokátor si je velmi podobná, rzné substituenty 
na aromatickém kruhu zpsobují dosti znané farmakokinetické rozdíly. V dsledku toho jsou 
rzné -blokátory metabolizovány v lidském tle jiným zpsobem (tabulka . 3). Bylo 
prokázáno, že pouze asi 50 % peroráln podaného atenololu je absorbováno a tento -blokátor 
pravdpodobn není v tle metabolizován. Pedpokládá se, že je z tla vylouen v nezmnné 
form, a to pibližn ve stejném pomru moí a výkaly. 
Tabulka . 3: Porovnání organismem vyluovaných frakcí -blokátor [20]
Atenolol Metoprolol Propranolol 
Vylouení v nezmnné form moí 37 % 7 % 0 % 
Vylouení v konjungované form
(glukuronidy) moí 
3 % 0 % 18 % 
Vylouení stolicí 46 % 4 % 2,5 % 
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Z literatury je známo, že zbylé dva -blokátory, tj. propranolol a metoprolol, jsou tém
zcela absorbovány.?Pouze 2,5 % propranololu je vyluováno v  nezmnné form stolicí. 
Zbytek je ve velké míe metabolizován a metabolity jsou vyluovány moí; z toho cca?18 % 
metabolit je vyluováno jako propranolol-glukuronid, který se velmi ochotn hydrolyzuje. 
Metoprolol je metabolizován v podobném rozsahu a 7 % je vyloueno v podob nezmnné 
úinné látky, avšak bez známek po vyluování konjugát [18]. 
2.3.3. Betablokátory v istírnách odpadních vod 
Poté, co jsou -blokátory a jejich metabolity vyloueny z tla, pokraují pes kanalizaní 
systém do OV, kde dochází k jejich ástenému odstranní [17, 20, 21]. -blokátory jsou 
sekundární aminy s konstantou acidity (pKa) vyšší než 9, a proto jsou ve vod pevážn
pítomny jako pozitivn nabité ástice pi provozních hodnotách pH v rozmezí 7 až 8. Sorpce 
tchto látek na istírenské kaly, které pi tchto hodnotách pH obvykle nesou negativní náboj, 
se však jeví jako nedležitá. Propranolol vykazuje nejvyšší hodnotu rozdlovacího koeficientu 
sediment/voda (Kd) kolem 320 l/kg pevné látky. To je píinou toho, že ástené odstranní 
-blokátor lze pedpokládat zejména v dsledku biotransformace [18]. 
2.3.4. Betablokátory v povrchových vodách 
Bylo zjištno a již publikováno v literatue, že -blokátory mohou kontaminovat rovnž 
povrchové vody. V povrchové vod je velice dležitým procesem degradace procesem 
fototransformace. Mená UV-VIS (obrázek . 7) spektra -blokátor ukazují, že pouze 
propranolol absorbuje svtlo pi vlnových délkách sluneního záení, což má za následek to, 
že podléhá pímé fotolýze [18].?Nicmén je známo, že v rámci provádného experimentu již 
bylo prokázáno, že také nízké koncentrace atenololu nebo metoprololu v deionizované vod
mírn poklesly, a to po ozáení svtelnými zdroji pipomínajícími pírodní slunení svtlo 
[22].??
Obr. . 7: UV-VIS spektra atenololu, metoprololu a propranololu [22] 
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Zjištný poloas rozpadu propranololu se pohybuje v rozmezí 0,6 dne v lét a až 6,7 dní 
v zim. U ostatních dvou -blokátor jsou odhadované poloasy rozpadu výrazn vyšší. 
Prmrné hodnoty poloas v letních podmínkách jsou 15,5 dne pro atenolol a 36 dní pro 
metoprolol [23]. 
2.4. Analýza léiv 
Standardní operaní postup (SOP), který je všeobecn používaný pi stanovení léiv 
ve vodním ekosystému, obsahuje tí hlavní kroky. Jsou to: 
• vzorkování - pedstavuje vlastní odbr vzorku, jeho pípadné zakonzervování 
a transport do laboratoe 
• extrakce - zakoncentrování a peištní extraktu získaného ze vzorku 
• analýza – provádná vhodnou instrumentální metodou. 
2.4.1. Vzorkování 
Správné vzorkování pedstavuje základní požadavek, jehož dodržení je nezbytné, abychom 
získali pesné a správné výsledky. Je to snadno vysvtlitelné, protože chyba zpsobená pi 
vzorkovacím procesu je neodstranitelná. Vzorkování lze proto definovat jako proces, v jehož 
prbhu získáme reprezentativní vzorek, splující pedem definované požadavky. Nesprávn
provedené vzorkování má za následek zkreslení, pípadn úplné znehodnocení konených 
výsledk analýzy. 
 Volba vhodného postupu vzorkování se odvozuje pedevším od homogenity a stability 
odebíraného materiálu, náklad na poízení vzorku, dostupnosti a kvality odbrového zaízení 
a samozejm také od požadavk na spolehlivost výsledných generovaných dat. 
 K odbru slouží vhodné vzorkovací odbrové zaízení, pípadn lze vzorek odebrat pímo 
do vzorkovnice, tj. nádoby urené na uchování a transport vzorku. Vzorkova i vzorkovnice 
musí být vyrobeny z materiálu, který neovlivuje složení vzorku ve stanovovaných 
parametrech. Obvykle se používají sklenné a plastové vzorkovnice. Z dvodu sorpce 
nkterých látek na polyethylenové stny nádoby je pro analýzu léiv vhodnjší používat 
sklenné vzorkovnice, a to pokud možno z tmavého skla [24]. Pokud není analyzovaná složka 
stabilní, je nutné vzorek po odbru konzervovat. 
 Pi odbru je rovnž dležité podrobn popsat podmínky odbru, tj. místo, datum, as, 
povtrnostní podmínky, teplotu vzduchu, teplotu vody, jevy na hladin a prtok. Za tímto 
úelem se vypluje odbrový protokol, který krom tchto informací obsahuje i typ odbru, 
druh vzorku, jméno toho, kdo vzorek odebral a další dležité informace související 
s odbrem. 
 Celý proces vzorkování od plánu vzorkování až po samotný odbr, konzervaci a transport 
vzorku do laboratoe by ml být v souladu s píslušnými státními normami [25, 26]. 
 Normy pro odbry vod [27]: 
• SN EN ISO 5667-1 Jakost vod - Odbr vzork - ást 1: Návod pro návrh programu 
odbru vzork a pro zpsoby odbru vzork
• SN ISO 5667-14 Jakost vod - Odbr vzork - ást 14: Pokyny k zabezpeení jakosti 
odbru vzork vod a manipulace s nimi 
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2.4.1.1. Odbr povrchové vody 
Povrchové vody jsou velmi dležitou složkou životního prostedí. Krom zjišování 
informací o vhodnosti použití povrchové vody pro urité zpsoby využití, tj. pro závlahy, 
rekreaci, chov ryb, jako zdroj pitné vody apod., se rovnž sleduje vliv lovka na tuto velmi 
dležitou složku vodního ekosystému. Negativní dopad na jakost povrchových vod má 
zejména vypouštní odpadních vod, zemdlství, prmysl a doprava. 
 Požadavky na vzorkování závisí na charakteru povrchové vody, tzn., zda se jedná o vody 
stojaté, tekoucí, moe nebo oceány, pípadn ledovce. Pro vzorkování vodních tok je 
požadováno odebrat a dopravit do laboratoe reprezentativní a dostaten velký vzorek. 
Reprezentativnost celého prtoného profilu toku lze zabezpeit odebíráním vzorku z míst 
s turbulentním proudním, kde protéká nejvíce vody. Obvykle se volí hladinový vzorek 
odebraný v hloubce 30 cm pod hladinou [25, 26]. 
 Normy pro odbry povrchových vod [27]: 
• SN ISO 5667-4 Jakost vod - Odbr vzork - ást 4: Návod pro odbr vzork
z vodních nádrží 
• SN ISO 5667-6 Jakost vod - Odbr vzork - ást 6: Návod pro odbr vzork z ek 
a potok
2.4.1.2. Odbr odpadní vody 
Z oblasti vzorkování vod patí k nejfrekventovanjší innosti vzorkování odpadních vod. 
Ideální pro správn provedený odbr je i v tomto pípad místo s  turbulentním proudním, 
kde lze pedpokládat menší výskyt nerozpuštných látek. Vzorky lze odebrat manuáln, 
pímým odbrem do vzorkovnic, pípadn za pomoci nabráku nebo automaticky. 
Automatický odbr je spolehlivý a efektivní, avšak pro nkteré analyty, napíklad pro tkavé 
organické látky, je nevhodný.  
 Nejastji se odpadní voda odebírá na pítoku a na odtoku z istíren odpadních vod (OV). 
Odpadní voda na pítoku vykazuje znanou nehomogenitu, a proto musí být výbr místa 
vzorkování peliv zvážen. Naproti tomu vzorkování vyištné vody z odtoku není již tak 
problematické. Jednorázovým odbrem se získávají bodové vzorky, které umožují sledovat a 
porovnávat namené hodnoty koncentrací složek v jednotlivých asových intervalech. 
Odbrem nkolika smsných vzork za den (nap. 24 individuálních vzork, tj. jeden vzorek 
každou hodinu) získáme smsný vzorek, který udává prmrnou hodnotu koncentrací 
posuzovaných analyt [25]. 
 Norma pro odbry odpadních vod [27]: 
• SN ISO 5667-10 Jakost vod. Odbr vzork. ást 10: Pokyny pro odbr vzork
odpadních vod 
2.4.2. Extrakce tuhou fází 
Extrakce tuhou fází (solid phase extraction - SPE) je separaní technika využívaná pro izolaci 
analytu z kapalných matric. Jedná se o pomrn jednoduchou techniku, pi které dochází 
krom izolace z matrice také k zakoncentrování analytu a k ástenému peištní vzorku. 
Extrakce na povrchu tuhé fáze (sorbentu) je alternativou k extrakci kapalina/kapalina (LLE), 
kterou asto provází problematika tvorby emulzí, používání velkého množství organických 
rozpouštdel a problémy s jejich následnou likvidací [28]. 
Princip extrakce tuhou fází spoívá ve schopnosti tuhého sorbentu zachytit na svém 
povrchu analyt vyskytující se v kapalném vzorku. Sloueniny ze vzorku, které interagují 
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silnji se sorbentem než s  rozpouštdlem, zstanou navázány na sorbentu. Po oddlení 
sorbentu od roztoku lze zachycený analyt uvolnit pomocí [29]: 
• tepelné desorpce - „on-line“ zapojení s plynovým chromatogramem 
• elucí vhodným rozpouštdlem - „on-line“ nebo „off-line“ zapojení. 
SPE lze realizovat ve statickém i v dynamickém uspoádání. Pi statickém provedení se 
míchá roztok vzorku se sorbentem, který se pak oddlí od roztoku filtrací. Pi dynamickém 
provedení, které je v dnešní dob využíváno astji, protéká vzorek pes sorpní kolonku 
obsahující miligramy až gramy sorbentu. Ke  zrychlení prtoku vzorku se používá vytvoení 
petlaku (erpadlo, injekní stíkaka) nebo podtlaku (vývva) [24]. 
Obr. . 8: Princip SPE, desorpce rozpouštdlem, „off-line“ zapojení [30] 
Proces extrakce tuhou fází se skládá z  následujících krok: 
• Aktivace sorbentu - solvatace neboli smáení organickým rozpouštdlem je 
nevyhnutným krokem, který umožuje mnohem úinnjší interakce sorbentu 
s cílovým analytem. 
• Aplikace vzorku - bhem prtoku vzorku kolonou je analyt z vtší ásti zachycen 
na sorbentu a tím oddlen od matrice vzorku. 
• Promytí sorbentu - zde dochází k odstranní interferujících složek z povrchu 
sorbentu promytím malým množstvím vody, pípadn pufru. U málo zadržovaného 
analytu lze tento krok vynechat. 
• Eluce analytu - analyt je desorbován vhodným rozpouštdlem.
Základním pedpokladem úspšné extrakce je výbr vhodného sorbentu. Pi tomto výbru se 
jako nejdležitjší posuzují povaha a poet funkních skupin molekuly analytu, jeho polarita, 
acidita nebo bazicita. Práv tyto faktory rozhodují o typu a síle interakce mezi analytem 
a sorbentem. Mezi bžn uplatované interakce patí vodíkové vazby, Van der Waalsovy síly 
(„nepolární“), interakce dipól-dipól („polární“) a iontové interakce. Je však zapotebí vzít 
v úvahu i  interakce mezi ostatními složkami matrice a sorbentem, protože extrakce není 
tém vždy tak selektivní a specifická, aby se na sorbentu zachytil pouze analyt. 
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Pro sorpci netkavých organických látek z vody je doporuováno zvolit hydrofobní 
sorbenty (aktivní uhlí, modifikovaný silikagel, polymerní sorbenty nebo mnie iont). Pro 
extrakci betablokátor mžeme použít mnoho typ kolonek; v literatue jsou pro tento typ 
analýzy nejastji doporuovány SPE PPL Bond Elute, Isolute C18, LiChrolut ENV+, SPE 
Strata X a další [32]. Obvykle se však používají kolonky Oasis MCX [32, 33] a Oasis HLB 
[34, 35], a to z dvodu dosažení vysoké výtžnosti. 
2.4.3. Chromatografie 
Spoleným znakem všech chromatografických metod je kontinuální separace složek mezi 
stacionární (nepohyblivou) a mobilní (pohyblivou) fází. Stacionární fází bývá nejastji tuhá 
látka nebo kapalina. Úlohou mobilní fáze je zprostedkovat pohyb složek chromatografickým 
systémem; mobilní fáze mže být kapalina nebo plyn. K separaci dochází na základ rzných 
rychlostí analyt v  systému. U  kapalinové chromatografie závisí rychlost složky na 
interakcích mezi složkou a mobilní a stacionární fází. Složka, jejíž interakce jsou nejsilnjší se 
stacionární fází, se bude nejdéle zdržovat ve stacionární fázi, proto se bude pohybovat 
pomaleji, než ty složky, které jsou pednostn zadržovány ve fázi mobilní. Aby byla 
umožnna distribuce látek mezi mobilní a stacionární fází, musí existovat fázové rozhraní. 
V ideálním pípad se chromatografický systém blíží rovnováze a distribuci složek a lze ho 






kde sc  je koncentrace složky ve stacionární a mc v mobilní fázi [36, 37, 38]. 
Podle typu pohyblivé fáze lze chromatografické metody rozdlit na [36]:  
• Kapalinovou chromatografii (LC) - mobilní fází je kapalina
• Plynovou chromatografii (GC) - mobilní fází je plyn
• Chromatografii s nadkritickou mobilní fází (SFC) - mobilní fází je tekutina 
v nadkritickém stavu.  
2.4.3.1. Kapalinová chromatografie, HPLC a UHPLC 
Kapalinová chromatografie se využívá zejména tam, kde nelze použít plynovou 
chromatografii, tj. pi separaci netkavých, málo tkavých a termicky labilních slouenin, což 
je asi 80 % slouenin. Používají se rzné systémy kapalné mobilní fáze a pevné, pípadn
kapalné stacionární fáze. Hlavním faktorem ovlivujícím separaci jednotlivých složek smsi 
je povaha mobilní fáze. Proto je velice dležité, a to na základ vlastností separovaných látek, 
vybrat vhodné rozpouštdlo, pípadn sms rozpouštdel s vhodnou polaritou, pH apod. 
Vysokoúinná kapalinová chromatografie neboli HPLC (High Performance Liquid 
Chromatography) je separaní metoda, kde jsou používány kolony s vhodnou stacionární fází, 
vtšinou o velmi malých ásticích (3 až 10 m), a to k dosažení rychlé separace s vysokým 
rozlišením zón separovaných složek. Použitím homogenní nápln s velmi úzkou distribucí 
velmi malých ástic dosáhneme snížení píspvku nežádoucí víivé difuze, molekulární difuze 
v kapalin a urychlení transportu hmoty mezi fázemi. Koneným dsledkem je potom vyšší 
úinnost chromatografických systém [36, 37, 39]. 
Cílem moderních trend je však dosažení ješt rychlejší separace, a to pi zachování nebo 
zlepšení úinnosti, rozlišení a citlivosti metody. Hlavním nástrojem pro dosažení tohoto cíle 
bylo zmenšování ástic chromatografického systému až na velikost menší než 2 m. To však 
sebou pináší potebu podstatného zvýšení tlaku v systému, což po uritou dobu vývoje 
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moderní pístrojové techniky pedstavovalo znaný problém. Konvenní kapalinové 
chromatografy pracují pi tlacích 30-40 MPa, zatímco zde je zapotebí tlak kolem 100 MPa 
nebo vtších. Aplikace nových technologií mla za následek to, že tato limitace byla 
potlaena a v roce 2004 byl uveden do prodeje první komern vyrobený UHPLC pístroj. 
 V ultra-vysokoúinné kapalinové chromatografii (UHPLC, Ultra-High Performance 
Chromatography) je velikost používaných ástic obvykle v rozmezí od 1,5 do 2 m. Kolony 
mají délku 50 až 150 mm a vnitní prmr vtšinou 2,1 mm. Uspoádání UHPLC pístroje je 
velice podobné uspoádání HPLC (obrázek . 9). Rozdíl je pouze v tom, že v pípad UHPLC 
se nepoužívá pedkolona, ale pouze filtr ped kolonou (in-line filter). Pevod metody HPLC 
na UHPLC je pomrn jednoduchý, lze si pepoítat prtok mobilní fáze, velikost nástiku 
a dobu analýzy [38]. 
Obr. . 9: Schéma uspoádání HPLC/UHPLC chromatografu [40] 
 Na podklad shrnutí možností stanovení mžeme íci, že pro stanovení -blokátor se 
krom plynové chromatografie [31,41-45] využívá v poslední dob zejména již zmínná 
kapalinová chromatografie, a to jak HPLC [32-35, 46-49], tak také UHPLC [50, 51]. Pi 
analýzách se používají kolony s obrácenou fází (oznaení RP - Reserved Phase). Znamená to, 
že stacionární fáze je nepolární, a to v dsledku navázaných uhlovodík (nejastji C18) 
na povrchu nosie (nejastji silikagel), mobilní fáze je polární (voda, acetonitril). Z tohoto 
objasnní vyplývá, že eluní síla mobilní fáze roste s  klesající polaritou. 
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 Nkdy, zejména když je provádna simultánní analýza více složek najednou, se vyžaduje 
zmna složení mobilní fáze bhem analýzy. V takovém pípad hovoíme o tzv. gradientové 
eluci, pi které se k jednomu rozpouštdlu plynule pimíchává rostoucí množství druhého 
rozpouštdla, s vtším eluním úinkem. Pi izokratické eluci je pomr složek mobilní fáze 
v ase konstantní [36, 38]. 
2.4.3.2. Detektory v kapalinové chromatografii 
Základem detekce aplikované v kapalinové chromatografii je detektor umístný za 
chromatografickou kolonou, který zaznamenává rozdíl signálu mobilní fáze obsahující analyt 
a isté mobilní fáze. 
Ideální detektor by ml mít zejména tyto vlastnosti: 
• vysokou citlivost 
• univerzálnost - odezva pro všechny analyty 
• specificitu 
• linearitu v širokém rozsahu 
• spolehlivost a jednoduchost 
• nedestruktivnost – detekovaná komponenta se chemicky nesmí mnit  
• signál nezávislý na složení mobilní fáze, zmn teploty a prtoku 
• kvalitativní informace pro detekované píky. 
Je pochopitelné, že žádný skutený detektor nespluje všechny uvedené vlastnosti, avšak 
pouze nkteré z nich. Nejastji používanými detektory ve spojení s HPLC jsou UV-VIS 
detektor s  diodovým polem (DAD), fluorescenní detektor (FLD) a  hmotnostn
spektrometrický detektor (MS) [38]. 
Spektrofotometrické detektory 
Principem tohoto typu detektoru je mení absorbance eluátu vycházejícího z kolony. Tyto 
detektory pracují v oblasti vlnových délek 190 - 800 nm (UV-VIS oblast). Zvýšení citlivosti 
odezvy detektoru lze dosáhnou zvtšením optické dráhy. Za tímto úelem jsou používány 
prtokové cely. Podle konstrukce lze spektrofotometrické detektory rozdlit do ty skupin: 
• detektory s fixní vlnovou délkou - jako zdroj záení používají nízkotlakou rtuovou 
výbojku (nejastji 253,7 nm)
• detektory s mnitelnou vlnovou délkou - pouze však jen s pedem danými vlnovými 
délkami
• detektory s programovatelnou vlnovou délkou - vlnovou délku lze nastavovat 
v uritém rozmezí a lze ji mnit i bhem analýzy
• detektory s diodovým polem (PDA, DAD) - snímají celé spektrum v reálném ase 
bhem analýzy.
 Výhodou detektoru s diodovým polem je to, že snímá absorbance eluátu kontinuáln pi 
definovaném rozsahu vlnových délek. Prošlé záení se mí pomocí pole (ady) fotodiod, 
piemž každou diodou se mí zmna absorbance jen ve velmi úzkém rozsahu vlnových 
délek (nap. 1 nm). Údaje z jednotlivých diod jsou registrovány a ukládány do pamti 
vyhodnocovacího zaízení (PC). To umožuje v prbhu nkolika milisekund za prtoku 
mobilní fáze získat absorpní spektrum, což je další dležitá informace o eluované složce, 
krom chromatografických vlastností, jako nap. retenní as. Podobn lze tento detektor 
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využít i na prozkoumání „istoty“ chromatografického píku, a to porovnáním absorpních 
spekter v maximech, pípadn v inflexních bodech. V pípad shodnosti spekter referenního 
standardu a sledovaného vzorku existuje reálny pedpoklad, že eluována zóna je istá látka 
[28, 25].  
 Schéma detektoru s diodovým polem je zobrazeno na obrázku . 10. 
Obr. . 10: Schéma detektoru s diodovým polem [52]
 Záení - bíle svtlo ze zdroje (deuteriová výbojka) prochází po fokusaci (systém oek) 
prtokovou celou a následn je spektráln rozkládáno na holografické mížce. Na každou 
z velkého potu (512-1 024) fotodiod tak dopadá záivý tok o urité vlnové délce, zeslabený 
absorpcí složek v eluátu z prtokové cely. Každá fotodioda je spojená s kondenzátorem, který 
je pedem nabitý na uritou hodnotu. Indukovaný fotoelektrický proud, vzniklý dopadem 
záení na fotodiodu, potom tento kondenzátor vybíjí. Kondenzátor je však ihned zptn nabit 
a proud potebný na jeho dobití je men a pedstavuje základní signál závislosti absorbance 
záení na vlnové délce [25, 28, 38]. 
Fluorescenní detektory 
Jak vyplývá z názvu, jedná se o detektory, ve kterých je využívána fluorescence. Mí se 
sekundární, emisní záení, které látka emituje po absorpci primárního, excitaního 
elektromagnetického záení. Eluována látka prochází prtokovou celou, ve které molekuly 
této látky absorbují uritá množství monochromatického záení z intenzivního zdroje (rtuová 
nebo xenonová výbojka).  
 Molekuly pecházejí po absorpci záení ze základního singletového elektronového stavu 
do rzných vibraních hladin excitovaného singletového elektronového stavu. Získanou 
energii mže excitovaná molekula opt vyzáit jako fluorescenci, pípadn ji mže pemnit 
jiným mechanismem na energii vibraní. Ztrátou vibraní energie pejde molekula nejprve do 
základního vibraního stavu a následn emituje fluorescenní záení, které má stejnou 
vlnovou délku (rezonanní fluorescence) nebo astji vyšší, a to v dsledku vibraní relaxace. 
Fluorescenní záení se mí fotonásobiem, ímž získáváme signál úmrný intenzit záení. 
Fotonásobi se zpravidla umísuje kolmo na smr excitaního záení, protože se mí emise 
záení molekulami látky [25, 38]. 
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Hmotnostn spektrometrický detektor 
Spojení kapalinové chromatografie s  hmotnostn spektrometrickou detekcí (LC-MS) 
pedstavuje velmi úinnou analytickou techniku, která krom údaj z chromatogramu 
poskytuje spektrální údaje, tj. hmotnostní spektra eluovaných látek. Vzhledem ke znané 
separaní schopnosti, vysoké selektivit detekce a citlivosti, se spojení HPLC-MS stalo 
oblíbenou a asto používanou metodou pro identifikaci organických látek. 
 Celý proces se skládá z tí krok. Nejprve jsou neutrální molekuly v iontovém zdroji 
pevedeny na ionty. Tyto ionty jsou následn rozdleny podle pomru m/z (hmotnost/náboj) 
a potom jsou urychleny v analyzátoru. Nakonec probhne samotná detekce iont a zesílení 
signálu v detektoru [25, 38]. 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ÁST 
3.1. Používané pístroje a vybavení 
 zaízení pro pípravu milli-Q vody Milli-Q® Academic, Millipore, Francie 
 pH metr inoLab® 730, WTW Series, WTW, Nmecko 
 analytické váhy HR-120-EC, A&D Instruments, Japonsko 
 SPE extraktor Baker, model spe - 12G, s vakuovou pumpou Barmany, Co., USA 
 SPE kolonky: 
 Oasis® HLB (60 mg) Extraction Cartridge, Waters, USA 
 Supel™-Select HLB (60 mg) SPE Tube, Sigma-Aldrich, Nmecko 
 pístroj EVATERM pro sušení vzork proudem dusíku, LABICOM, eská Republika 
 ultrazvuková vodní láze Teson 4, Tesla, eská republika 
 kapalinový chromatograf Agilent 1 290 Infinity, Agilent, USA 
 binární pumpa 
 automatický dávkova
 In-Line Filtr 0,3 m 
 kolona ZORBAX Eclipse Plus C18, Rapid Resolution HD 2,1 × 50 mm; 
velikost ástic 1,8 m, Agilent, USA 
 termostat pro umístní kolon  
 DAD detektor: zdroj záení – deuteriová lampa (rozsah vlnových délek 
190-640 nm), diodové pole (1 024 prvk) 
 stíkakové filtry LUT Syringe Filters PTFE, 13 mm, 0,45 m, pk/100, Labicom, 
eská republika 
 stíkakové filtry Cronus Syringe Filters Nylon; 4 mm, 0,2 m, pk/100, SMI-LabHut, 
Velká Británie 
 kruhové papírové filtry, Filter Papers NM GF 1, prmr 55 mm, Macherey-Nagel, 
Nmecko 
 bžné laboratorní vybavení 
3.2. Použitý software ke zpracování a prezentaci dat 
 ChemStation for LC & LC/MS Systems, ver. 32.1, Agilent, USA 
 Microsoft Office Word 2007, Microsoft, USA 
 Microsoft Office Excel 2007, Microsoft, USA 
 ChemSketch, ver. 10.0, ACD/Labs, Kanada 
 Paint ver. 6.1, Microsoft, USA 
3.3. Použité chemikálie a standardy 
3.3.1. Chemikálie 
 Deionizovaná voda upravená pístrojem Milli-Q® Academic firmy Millipore 
o specifické vodivosti 0,055 Scm-1 pi teplot 24 °C  
 Methanol HPLC Gradient Grade, istota  99,8 %, J. T. Baker®, Nizozemsko 
 Acetonitril Gradient Grade for HPLC, istota  99,9 %, Sigma-Aldrich, Nmecko 
 Dihydrogenfosforenan draselný, istota  99,5 %, Fluka, Sigma-Aldrich, Nmecko 
 Kyselina chlorovodíková ONEX CHEMIE, s.r.o., eská republika 
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3.3.2. Standardy -bokátor
 Atenolol, istota  98 %, Sigma-Aldrich, Nmecko 
 Metoprolol tartrát, istota  98 %, Sigma-Aldrich, Nmecko 
 Propranolol hydrochlorid, istota  99 %, Sigma-Aldrich, Nmecko 
3.4. Sledované analyty 
Jako cílové analyty byly vybrány -blokátory, které tvoí jednu z hlavních indikaních skupin 
lék v kardiologii. Jsou terapeuticky hojn využívány, a práv to byl hlavní dvod pro jejich 
výbr. Dalším dvodem bylo také to, že pi monitorování jejich výskytu v ekosystému byly 
prokázány toxické úinky pro vodní organismy. Ze skupiny -blokátor byly konkrétn
zvoleny atenolol, metoprolol a propranolol. 
3.5. Analyzovaná matrice 
Analyzovanou matricí byla jak povrchová voda z ek Dyje (R) a Váhu (SR), tak také 
odpadní voda z mstské istírny odpadních vod Brno-Modice. Za úelem porovnání 
úinnosti odbourání -blokátor v dsledku procesu ištní, byly vzorky odebírány na pítoku 
i na odtoku OV. 
3.6. Postup stanovení 
3.6.1. Odbr vzork
Vzorky povrchové vody byly odebrány 21. 4. 2014 z eky Váh (SR) a 27. 4. 2014 z eky 
Dyje, vždy na dvou místech. Odbry z eky Váhu byly provedeny na obou stranách behu 
u obce Beluša, z eky Dyje na jedné i druhé stran mostu u obce Drnholec. Místa odbru byla 
zakreslena do map jednotlivých povodí (obrázek . 11 a 12). Fotky z odbru jsou zobrazeny 
na obrázcích . 13 až 16. 
Obr. . 11: Mapa povodí Váhu s vyznaeným místem odbru 
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Obr. . 12: Mapa povodí Dyje se znázornním místa odbru vzorku 
Obr. . 13: Místo odbru povrchové vody z Váhu – pravá strana behu 
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Obr. . 14: Místo odbru povrchové vody z Váhu – levá strana behu 
Obr. . 15: Místo odbru povrchové vody z Dyje  
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Obr. . 16: Místo odbru povrchové vody z Dyje – jiný náhled  
Vzorky odpadní vody byly odebírány pravideln? po dobu 5 dní (21. 4. až 25. 4. 2014) 
na pítoku i na odtoku z OV Brno-Modice. Odebrané vzorky odpadní vody byly smsné 
(24-hodinové) a byly odebírány speciálním odbrovým zaízením ve dvouhodinovém 
intervalu. 
Vzorky povrchových i odpadních vod byly vždy po odbru pelity do tmavých sklenných 
lahví o objemu jeden litr. V pípad, že nebyly ihned zpracovávány, byly uloženy do 
chladícího boxu s teplotou max. 4 ºC, nejdéle však po dobu 24 hodin. Z každého odbru byly 
paraleln zpracovány vždy dva vzorky. 
3.6.2. Extrakce 
Ihned po transportu do laboratoe byly vzorky pefiltrovány pomocí vysokotlakého filtraního 
zaízení pes kruhové papírové filtry. Následn byla provedena extrakce tuhou fází (SPE) 
na kolonkách Oasis HLB (60 mg) od firmy Waters, USA a na kolonkách Supel™-Select HLB 
(60 mg) od firmy Sigma-Aldrich, Nmecko. V pípad povrchové vody a odpadní vody 
odebrané na odtoku z OV byl pro extrakci použit objem 200 ml, v pípad odpadní vody 
z pítoku na OV pouze objem 100 ml.  
Optimalizovaný postup SPE je uveden v tabulce . 4. Kolonky byly nejprve aktivovány 
pomocí 5 ml methanolu a 5 ml milli-Q vody. Následn byl na kolonku kvantitativn nanesen 
vzorek (obrázek. . 14). 
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Tabulka . 4: Použitý postup SPE 
Aktivace sorbentu 5 ml methanolu, 5 ml milli-Q vody 
Nanesení vzorku 200 ml píp. 100 ml v pípad odpadní vody z pítoku OV 
Promytí 5 ml milli-Q vody, 1 ml 5 % methanolu v milli-Q vod
Sušení proudem vzduchu 20-25 min 
Eluce 2 × 4 ml methanolu 
Potom byl sorbent promyt nejprve 5 ml milli-Q vody, dále 1 ml 5% roztoku methanolu 
v milli-Q vod a sušen proudem vzduchu 20 až 25 minut. Následovala eluce 2 × 4 ml 
methanolu, piemž eluát byl jímán do 12 ml vialek. Eluát byl odpaen pod proudem dusíku 
pi teplot 36 ºC. Pokud byla teplota pi odpaování vyšší než 40 ºC, docházelo ke znané 
ztrát analyt, zejména atenololu. Odparek ve vialce byl dále rozpuštn v 1 ml roztoku 25% 
methanolu v milli-Q vod a pefiltrován pes stíkakové filtry LUT Syringe (0,45 m) 
a Cronus Syringe (0,2 m) do 1,8 ml vialek. 
Obr. . 17: SPE, nanášení vzorku na kolonku 
3.6.3. Finální analýza 
Finální analýza -blokátor v peištném extraktu byla provedena metodou kapalinové 
chromatografie. Pro mení byl použit vysokoúinný kapalinový chromatograf (UHPLC) 
Agilent 1 290 Infinity. K samotné separaci docházelo na kolon ZORBAX Eclipse Plus C18 
s velikosti ástic 1,8 m od firmy Agilent, USA. Analyty byly detekovány pomocí diodového 
pole. V tabulce . 5 jsou uvedeny optimální chromatografické podmínky. 
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Tabulka . 5 – optimální chromatografické podmínky 
Nástik 2 µl 
Teplota kolony 35 ºC 
Mobilní fáze 10 mM KH2PO4 pufr (pH = 3) + acetonitril 
Prtok mobilní fáze 0,3 ml/min 
Typ eluce gradientová (tabulka . 6)  
Vlnová délka 224 nm 
     Tabulka . 6: Gradient mobilní fáze
as [min] Acetonitril [%] KH2PO4 pufr [%] 
0 8 92 
1,2 8 92 
1,9 27 73 
2 27 73 
3 40 60 
4 40 60 
5 60 40 
7 60 40 
Kvalitativní charakteristikou sledovaných analyt je retenní as (tabulka . 7) 
a kvantitativní charakteristikou plocha píku po integraci. Kvantifikace byla provedena pomocí 
namených kalibraních kivek pro jednotlivé -blokátory. 
Tabulka . 7: Retenní asy -blokátor




Z dvodu dodržení pravidel pro správnou laboratorní praxi bylo provedeno ovení celého 
metodického postupu i jednotlivých rozpouštdel, zda neobsahují sledované analyty. 
Výsledky tohoto ovení prokázaly, že prostedí laboratoe, kde byly provádny veškeré 
analýzy, nebyly zdrojem sekundární kontaminace. 
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4. VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1. Optimalizace SPE 
Souástí optimalizace preanalytického postupu SPE byl výbr vhodných kolonek. Z dvodu 
porovnání úinnosti extrakce bylo SPE provedeno porovnání úinnosti kolonek Oasis HLB 
(60 mg) od firmy Waters, USA a kolonek Supel™-Select HLB (60 mg) od firmy Sigma-
Aldrich, Nmecko. 
Tabulka . 8: Porovnání úinnosti kolonek Oasis HLB a Supel HLB 
 Úinnost [%] 
Oasis HLB Supel™-Select HLB 
Atenolol 97,7 nezachycuje analyt 
Metoprolol 94,9 95,4 
Propranolol 84,5 87,2 
Jak je patrné z výsledk (tabulka . 8), sorbent v kolonkách Supel™-Select HLB není 
vbec vhodný pro extrakci atenololu. Proto byly dále používány pouze kolonky Oasis HLB. 
 Krom toho byl sledován vliv promývacího kroku na úinnost SPE. Bylo zjištno, že 
po promytí kolonky 1 ml 5 % roztoku methanolu v milli-Q vod se vymyje malá skupina 
interferujících látek, což se pozitivn odráží ve vzhledu chromatogramu, piemž nedochází 
k výraznému poklesu úinnosti extrakce. 
4.2. Optimalizace chromatografických podmínek 
4.2.1. Optimalizace gradientu mobilní fáze 
Pro stanovení jednotlivých -blokátor bylo nejprve zapotebí optimalizovat podmínky 
chromatografické separace a analýzy pomocí UV-VIS detektoru s diodovým polem. Nejdíve 
byl optimalizován prbh gradientu mobilní fáze. Jako nejvhodnjší byl zvolen gradient, který 
je prezentován v tabulce . 6. Píklad chromatogramu roztoku standard v milli-Q vod
o koncentraci 0,1 mg/ml pi zvoleném gradientu je znázornn na obrázku . 18. 
Obr. . 18: Píklad chromatogramu standard v milli-Q vod pi zvoleném gradientu
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4.2.2. Optimalizace podmínek UV-VIS detekce 
Jak lze vyíst z obrázku . 7, absorpní maximum (max) pro atenolol je 224 nm, pro 
metoprolol 221 nm a pro propranolol 216 nm. Pi pokusu o detekci sledovaných analyt pi 
jejich absorpních maximech vznikl problém s nezanedbatelným ovlivováním analýzy 
pítomnými interferujícími organickými látkami. Absorbance tchto látek, jak ukázalo jejich 
spektrum, výrazn klesá se stoupající vlnovou délkou záení, a proto byla jako nejvhodnjší 
vlnová délka vybrána 224 nm pro celou analýzu. V tabulce . 9 je íseln uvedena závislost 
absorbance látek na zvolené délce záení. 
Tabulka . 9: Závislost plochy píku analyt na vlnové délce záení 
Plocha píku 
216 nm 220 nm 224 nm 228 nm 
Atenolol 14,49 15,91 15,93 14,19 
Metoprolol 19,93 22,14 21,77 15,75 
Propranolol 50,85 47,99 42,31 41,10 
„Neistota“ * 444,3 239,4 112,6 58,53 
* jako „neistota“ byla oznaena interferující látka s píkem o nejvtší ploše 
4.3. Stanovení -blokátor
Vybrané -blokátory byly zjišovány ve vzorcích povrchových a odpadních vod. Vzorky 
povrchové vody byly odebrány, jak již bylo specifikováno, ze dvou tok ek, Váhu a Dyje, 
vzorky odpadní vody v OV Brno-Modice, na pítoku i na odtoku. Ped vlastním 
vyhodnocením a zpracováním namených výsledk bylo nutné sestrojit kalibraní kivky 
a vypoítat limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ). 
4.3.1. Kalibraní kivky 
Pro kvantitativní vyhodnocení množství -blokátor obsažených v reálných vzorcích 
povrchových a odpadních vod  bylo zapotebí sestrojit kalibraní kivky, a to jako závislost 
plochy píku sledovaného analytu na jeho koncentraci (plocha píku = f (c) ). Pro jejich 
sestrojení bylo pipraveno šest smsných roztok o koncentracích 0,5; 0,75; 1; 2,5; 5 
a 10 µg/ml, které byly meny pi vlnové délce 224 nm. Sestrojené kalibraní kivky 
sledovaných -blokátor jsou zobrazeny na obrázcích 16, 17 a 18. 
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Obr. . 19: Kalibraní kivka atenololu





































Obr. . 21: Kalibraní kivka propranololu
4.3.2. Limit detekce a limit kvantifikace 
Limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ) metody byly vypoítány zvláš pro každý 
analyt pomocí rovnic (1) a (2). Pi výbru tchto vztah pro výpoet LOD a LOQ se 
vycházelo z literatury [53]. Z nejnižšího bodu kalibrace, tj. pi koncentraci c byla odetena 
výška signálu sledovaných -blokátor, což pedstavuje hodnotu S. Ze šumu základní linie 
bylo náhodn vybráno patnáct pík reprezentujících šum a odetena výška jejich pík. 
Prmrná hodnota výšek pík šumu pak pedstavuje N. Pi výpotu limit detekce 
a kvantifikace bylo rovnž nutno zohlednit výtžnosti SPE a použitý objem vzork. 
























































    Tabulka . 10: Hodnoty LOD a LOQ 
 LOD [	g/l] LOQ [	g/l] 
Atenolol 0,3265 1,088 
Metoprolol 0,0938 0,3126 
Propranolol 0,0755 0,2517 
4.4. Reálné vzorky 
Pro kvantitativní stanovení jednotlivých -blokátor v odpadní i povrchové vod?byla použita 
metoda standardního pídavku a pro vyhodnocení výsledk byly použity sestrojené kalibraní 
kivky.  
 Celý pracovní postup stanovení (kap. 3. 6.) zahrnující odbr vzork, extrakci tuhou fází 
a samotnou analýzu pomocí UHPLC, byl úspšn aplikován pro analýzu povrchové i odpadní 
vody. Vzorky povrchových i odpadních vod byly  analyzovány paraleln dvakrát 
a prezentované namené hodnoty jsou prmrem z tchto dvou hodnot. 
4.4.1. Reálné vzorky povrchových vod 
Zjištné hodnoty koncentrací -blokátor ve vzorcích povrchových vod jsou zobrazeny 
v tabulce . 11.  
Tabulka . 11: Namené koncentrace -blokátor v reálných vzorcích povrchové vody 
den místo odbru koncentrace [µg/l] 
 atenolol metoprolol propranolol 
21.4. 
Váh 1 < LOD 11,30 3,275 
Váh 2 < LOD 7,172 3,661 
27.4. 
Dyje 1 < LOD 4,913 0,9303 
Dyje 2 < LOD 5,418 0,7084 
4.4.2. Reálné vzorky odpadních vod 
Stanovené koncentrace -blokátor prokázané v odpadních vodách z OV Brno-Modice 
na pítoku i na odtoku jsou uvedeny v tabulce . 12.  
Tabulka . 12: Namené koncentrace -blokátor v reálných vzorcích odpadní vody 
den pítok / odtok koncentrace [µg/l] 
 atenolol metoprolol propranolol 
21.4. 
pítok < LOQ 45,71 3,197 
odtok < LOD 20,86 2,654 
22.4. 
pítok 2,201 32,92 4,292 
odtok < LOQ 19,25 3,460 
23.4. 
pítok 1,976 29,76 0,6348 
odtok < LOD 17,62 1,062 
24.4. 
pítok < LOQ 43,61 2,078 
odtok < LOD 23,64 2,051 
25.4. 
pítok 1,493 44,32 0,6180 
odtok < LOD 23,34 < LOQ 
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4.4.2.1. Posouzení úinnosti OV 
Za úelem posouzení úinnosti OV Brno-Modice pi odstraovaní -blokátor z odpadních 
vod byla provedena analýza odpadní vody odebraná na pítoku i na odtoku. Z graf
(obrázek . 22 a 23) je zejmé, že k uritému odstranní metoprololu a propranololu bhem 
istírenských proces dochází. Avšak znané koncentrace tchto léiv jsou detekovatelné 
i ve vyištné odpadní vod, a tak se mohou dostávat i do vod povrchových. To je 
pravdpodobn hlavní dvod, pro byly v povrchové vod kvantifikovány pomrn vysoké 
koncentrace tchto látek (g/l).  
 Úinnost OV lze vyjádit jako procentuální úbytek jednotlivých -blokátor po procesu 
ištní. Metoprolol byl istírnou odstrann ze 46,0 % a propranolol  z 12,5 %. Lze proto 
konstatovat, že použitá technologie ištní odpadních vod umožnila odstranit zejména 
metoprolol, a proto byla nejvyšší úinnost prokázána u tohoto analytu. Z dvodu nízkých 
koncentrací atenololu (pod LOQ/LOD) nemohla být úinnost jeho odbourání na OV 
kvantitativn posouzena. Z tabulky . 12 je však patrné, že koncentrace na odtoku byla ve 
všech sledovaných dnech nižší než na pítoku. 





















































V  této bakaláské práci byla ešena aktuální problematika stanovení léiv v povrchové 
a odpadní vod. Toto téma je v  posledních letech velmi aktuální, pedevším vzhledem 
ke stoupající spoteb léiv a jejich následujícímu negativnímu dopadu na ekosystém. Z  léiv 
byla vybrána skupinu -blokátor, a to konkrétn atenolol, metoprolol a propranolol. 
Vzorky povrchové vody byly odebrány ze dvou vodních tok, a to Váhu na Slovensku 
a Dyje v eské republice. Vzorky odpadní vody byly odebírány v OV Brno-Modice, a to 
jak na pítoku, tak i na odtoku.  
 Pro stanovení -blokátor byla jako vhodná analytická metoda vybrána metoda 
ultra-vysokoúinné kapalinové chromatografie (UHPLC) s UV-VIS detekcí pomocí 
diodového pole (DAD), což je rychlá, cenov dostupná a dostaten citlivá analytická metoda, 
vhodná pro jejich stanovení. Pro izolaci a zakoncentrování sledovaných analyt z vodní 
matrice byla použita extrakce tuhou fází (SPE).  
 V rámci experimentu byla optimalizována extrakce -blokátor z vodní matrice vzork
povrchových i odpadních vod. U extrakce tuhou fází byla ovována vhodnost dvou typ
kolonek. Výsledky prokázaly, že optimální bylo v našem pípad použití kolonky Oasis HLB 
(60 mg) od firmy Waters, která umožnila izolaci všech tí analyt z matrice. V další fázi byly 
optimalizovány chromatografické podmínky a podmínky UV-VIS detekce. 
 Optimalizovaný analytický postup stanovení -blokátor byl úspšn aplikován 
na reálných vzorcích povrchových a  odpadních vod. Ped samotným vyhodnocením 
a zpracováním namených výsledk bylo nutné sestrojit kalibraní kivky a vypoítat limit 
detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ). Pro snadnjší identifikaci byla pi analýze 
reálných vzork povrchových i odpadních vod použita metoda standardního pídavku. 
V rámci pravidel pro dodržení správné laboratorní praxe byla provedena také analýza všech 
použitých rozpouštdel a celého analytického postupu, ve kterém byl vzorek vody nahrazen 
milli-Q vodou. Bylo zjištno, že v  prbhu vlastního stanovení nedošlo k  sekundární 
kontaminaci sledovanými analyty.  
 Namené výsledky získané v prbhu ešení bakaláské práce byly kvantitativn
vyhodnoceny. Ve vzorcích odpadních vod byly prokázány koncentrace propranololu 
a atenololu v jednotkách g/l, zatímco metoprolol byly kvantifikován až v desítkách g/l. 
V povrchových vodách byly zjištné koncentrace sledovaných analyt nižší,  metoprolol 
a propranolol byly kvantifikovány na úrovni jednotek g/l, piemž koncentrace atenololu 
byla v pípad povrchových vod vždy pod limitem detekce. 
 V závru bylo provedeno posouzení úinnosti OV Brno-Modice pi odstraování 
-blokátor z odpadních vod. Bylo zjištno, že pouze malá ást tchto látek je istírnou 
odpadních vod odstranna (asi 46 % metoprololu a 12,5 % propranololu), a proto mohou tato 
léiva pronikat do povrchových vod. Pravdpodobn to rovnž mohlo pispt k vyšším 
koncentracím metoprololu a propranololu v povrchových vodách.  
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7. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOL
OV istírna odpadních vod 
R eská Republika 
DAD detektor diodového pole (Diode Array Detector) 
FLD fluorescenní detektor (Fluorescence Detector) 
GC plynová chromatografie (Gas Chromatography) 
HPLC vysokoúinná kapalinová chromatografie (High Performance Liquid 
Chromatography) 
INN  mezinárodní nechránný název (International Nonproprietary Names) 
IUPAC mezinárodní unie pro istou a užitou chemii (International Unit of Pure and 
Applied Chemistry) 
LC kapalinová chromatografie (Liquid Chromatography)
LOD limit detekce (Limit Of Detection) 
LOQ limit kvantifikace (Limit Of Quantification)
MS hmotnostní spektrometrie (Mass Spectrometry) 
NSAID  nesteroidní protizántlivé léky (Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs) 
PAD detektor s diodovým polem (Photo Diode Array) 
QSAR metoda umožující predikce biologické aktivity látek (Quantitative Structure - 
Activity Relationships) 
SFC chromatografie s nadkritickou mobilní fází (Supercritical Fluid Chromatography) 
SPE extrakce tuhou fází (Solid Phase Extraction) 
SR Slovenská Republika 
UHPLC ultra-vysokoúinná kapalinová chromatografie (Ultra-High Performance Liquid 
Chromatography) 
UV/VIS  ultrafialová až viditelní oblast spektra (Ultra Violet/VISsible) 
48 
VSA  vnitní sympatomimetická aktivita 
WHO  Svtová zdravotnická organizace (World Health Organization) 
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8.1. Píloha 1: Namené UV-VIS spektra -bloktor
Obr. . 24: Namené UV-VIS spektrum standardu atenololu 
Obr. . 25: Namené UV/VIS spektrum standardu metoprololu 









*DAD1, 0.914 (3036 mAU, - ) Ref=0.001 & 6.001 of BLOCKERS000021.D








*DAD1, 1.321 (1062 mAU, - ) Ref=0.001 & 4.001 of BLOCKERS000028.D
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Obr. . 26: Namené UV/VIS spektrum standardu propranololu 
8.2. Píloha 2: UHPLC chromatograf Agilent 1290 Infinity 
Obr. . 27: Pístroj UHPLC Agilent 1290 Infinity 









*DAD1, 0.866 (3191 mAU, - ) Ref=0.480 & 2.446 of BLOCKERS000027.D
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8.3. Píloha 3: Odbry vzork povrchových vod 
Obr. . 28: Celkový pohled na tok eky Váh z místa odbru 
Obr. . 29: Celkový pohled na tok eky Dyje z místa odbru 
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8.4. Píloha 4: OV Brno-Modice 
Obr. . 30: Náhled na istírnu odpadních vod Brno-Modice 
